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Nukleinsaurefragment und daraus abgeleitete Produkte 

Die Erfindung betrifft DNA-Sequenzen, die fiir pflanzliche Acyltransferasen 
kodieren, sowie die Verwendung dieser Sequenzen zur Veranderung des 
Fettsaurespektrums von Lipiden. 

6le und Fette (Triacylglycerine) finden im Nahrmittelbereich und im oleo- 
chemisch-technischen Bereich vielfaltige Verwendung, wobei allerdings 
uritersehiediiche Anforderungen an ihre Qualitat, d. h. an ihre Fettsaure- 
spektren gestellt werden. Im Chemiebereich sind Triacylglycerine mit mog- 
lichst homogenen Fettsaurespektren erwiinscht, d. h. alle drei Glycerinpo- 
sitionen sollen moglichst mit derselben Fettsaure verestert sein. Je nach 
Verwendungszweck sind ganz unterschiedliche Fettsauren, wie z. B. Laurin-, 
01-, Ricinol- oder Erucasaure, interessant. 

BeLdem Einsatz derartig reiner Rohstoffe fallen weniger Nebenprodukte 
an, so dap sich der Aufwand fiir Reinigung und Verarbeitung erheblich 
verringert und somit die Kosten/Nutzenrelation verbessert. Sobald Ole mit 
hoher, gleichbleibender Qualitat und in ausreichenden Mengen verfiigbar 
sein werden, konnen sich neue Absatzmarkte und Anwendungsmoglichkeiten 
eroffnen, die derzeit aus okonomischer Sicht noch nicht tragfahig sind. 

Urn die Qualitat pflanzlicher Ole den Erfordernissen der chemischen Indu- 
strie anzupassen, bieten sich generell folgende Wege an: zum einen die 
Entwicklung leistungsstarker Kulturpflanzen aus Wildpflanzen, deren Sa- 
menole homogene Fettsaurespektren aufweisen, wie z. B. bestimmte Cuphea- 
oder Tropaeolum-Arten, zum anderen die Vereinheitlichung der Fettsaure- 
spektren der Ole bereits vorhandener Kulturpflanzen, wie z. B. Raps, Son- 
nenblume oder Sojabohne durch klassische Ziichtung bzw. gezielt durch 
gentechnologische Eingriffe. Da die Domestizierung der Wildpflanzen sehr 
zeitaufwendig ist und in der Regel die Veranderung einer Vielzahl unter- 
schiedlichster Merkmale erfordert, konzentrieren sich die Bemiihungen 
weltweit auf die Modifizierung der bereits vorhandenen Kulturpflanzen. Es 
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ist bekannt, dap durch den Transfer eines Gens in Sense- bzw. Antisense- 
orientierung deutliche Veranderungen im Fettsaurespektrum des Rapsols er- 
zielt werden konnen. Daruberhinaus ist es durch klassische Zuchtung bzw. 
durch gentechnologische Verfahren gelungen, das Fettsaurespektrum ver- 
schiedener Samenole hinsichtlich der Olsaure zu vereinheitlichen. 

Die Vereinheitlichung des Fettsaurespektrums hinsichtlich anderer indu- 
striell interessanter Fettsauren, die eine Kettenlange von mehr oder deut- 
lich weniger als 18 Kohlenstoffatomen aufweisen und die im folgenden als 
ungewohnliche Fettsauren bezeichnet werden, wie z.B. Erucasaure (cis-13- 
Docosensaure, 22:1) oder Laurinsaure (Dodecansaure 12:0), wurde bisher al- 
lerdings noch nicht erzielt. Aus Fettsaureanalysedaten der Ole und enzyma- 
tischen Untersuchungen zur Olsynthese geht hervor, dap der Gehalt solcher 
Fettsauren im 01 nicht allein durch die Enzymaktivitaten limitiert wird, 
die an der Synthese dieser Fettsauren beteiligt sind, sondern auch durch 
die, die den Fettsaureeinbau in das 01 katalysieren. Vor allem die 1-Acyl- 
glycerin-3-phosphat-Acyltransferase, die den Fettsaureeinbau in die mittle- 
re Glycerinposition des Ols katalysiert, ist hierbei kritisch. Dieses Enzym 
besitzt namlich in den reifenden Samen bzw. Friichten von Kulturpflanzen, 
wie z. B. Raps, Soja oder Mais, eine sehr ausgepragte Spezifitat und Selek- 
tivitat fur ungesattigte C 18 -Fettsauren. Es ist aber mit ungewohnlichen 
Fettsauren nicht aktiv, vor allem, wenn die sn-l-Position bereits mit einer 
solchen Fettsaure verestert ist. Die Eigenschaften der l-Acylglycerin-3» 
phosphat-Acyltransferase stellen somit die entscheidende Barriere fiir eine 
gleichmapige Besetzung aller drei Glycerinpositionen mit ungewohnlichen 
Fettsauren dar. 

Dies ist wahrscheinlich die Ursache dafiir, dap es trotz intensiver Zucht- 
programme nicht gelungen ist, z.B. den Erucasauregehalt im Fettsaurege- 
misch des Rapsols, das wie das anderer Brassicaceen von Natur aus reich 
an sehr langkettigen Fettsauren ist, deutlich iiber 60% zu steigern. Daher 
mup Erucasaure, die seit langem im oleochemisch-technischen Bereich ver- 
wendet wird, zunachst kostenaufwendig gereinigt werden, was ihre Einsatz- 
moglichkeiten z. B. in der Kunststoffindustrie und damit ihren Absatzmarkt 
erheblich limitiert. Im Jahr 1993 lag das Marktvolumen fiir erucasaurerei- 
ches Rapsol (Erucasauregehalt > 45%) in Deutschland z. B. bei ca. 28 000 t. 
Man erwartet, dap das Marktvolumen um das zehnfache ansteigen kann, 
sobald Ole mit Erucasauregehalten um ca. 90% verfugbar werd n. 
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Die homogene Besetzung aller drei Glycerinposition mit Erucasaure, wie 
auch mit anderen ungewohnlichen Fettsauren, kann im 6l von Kulturpflan- 
zen, wie z. B. Raps, durch gentechnologische Methoden ermoglicht werden, 
z. B. durch Transformation mit einem Genkonstrukt dap fiir eine 1-Acylgly- 
cerin-3-phosphat-Acyltransferase mit gewiinschten Eigenschaften kodiert. 
Solche Gene finden sich z. B. in bestimmten Wildpflanzen, in denen sie 
samenspezifisch exprimiert werden. Diese Gene kodieren fiir Acyltransfera- 
sen, die ungewohnliche FettsSuren auf die mittlere Glycerinposition iiber- 
tragen, vor allem, wenn die sn-l-Position bereits mit einer solchen Fett- 
saure verestert ist. Samenspezifisch exprimierte Gene, die fiir sehr lang- 
kettige Acylgruppen spezifische l-Acylglycerin-3-phosphat-Acyltra.nsferasen 
kodieren und die somit geeignet sind, das Fettsaurespektrum z. B. hinsicht-' 
lich Erucasaure zu vereinheitlichen, finden sich in Limnanthes-Arten. 

Gene, die fiir l-Acylglycerin-3-phophat-Acyltransferasen kodieren, wurden 
aus Escherichia coli und Salmonella typhimurium isoliert, deren Aminosau- 
resequenzen zu 94% identisch sind (Tabelle 1). Weiterhin wurden cDNAs aus 
Hefe und Mais beschrieben, die eine E. coli-Mutante, die einen Defekt in 
ihrer l-Acylglycerin-3-phosphat-Acyltransferase aufweist, komplementieren. 
Diese cDNAs kodieren fiir Polypeptide, deren Aminosauresequenzen unter- 
einander und zu denen der bakteriellen Acyltransferasen zu etwa 30% iden- 
tisch sind (Tabelle 1). Ein eindeutiger Nachweis, dap diese cDNAs fiir 1- 
Acylglycerin-3-phosphat -Acyltransferasen kodieren, steht allerdings noch 
aus. 

Es ist Aufgabe der Erfindung, ein Nukleinsaurefragment zur Verfugung zu 
stellen, mit dem durch Expression in pflanzlichen Systemen die Qualitat 
pflanzlicher die und Fette so verandert werden kann, dap ihre Verwertbar- 
keit als oleochemische Rohstoffe verbessert und erweitert wird. Diese Auf- 
gabe wird mit einem Nukleinsaurefragment gemap Patentanspruch 1 gelost. 
Die Sequenz eines solchen Nukleinsaurefragments ist in FIG. 1 dargestellt. 

Es wurde somit ein Verfahren erfunden, die Fettsaurezusammensetzung von 
Lipiden zu kontrollieren. Nukleinsaurefragmente, die fur eine 1-Acylglyce- 
rin-3-phosphat-Acyltransferase (AGPAT) kodi ren, werden b reitgestellt, urn 
chimare Gene zu erzeugen. Diese chimaren Gene konnen benutzt werden, urn 
Pflanzen oder Mikroorganismen zu transformieren und damit die Fettsaure- 
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zusammensetzung und Fettsaureverteilung der Glycerolipide und speziell 
der Triacylglycerine zu verandern. 

Die Erfindung betrifft ein isoliertes Nukleinsaurefragment, das eine DNA- 
Sequenz enthalt, die fur eine pflanzliche AGPAT oder ahnliches Enzym ko- 
diert, deren Aminosauresequenz eine Identitat von mindestens 35 oder ab- 
gestuft mehr Prozent zu der aus Limnanthes douglasii isolierten und in 
FIG. 2 angegebenen Sequenz besitzt. Das isolierte Nukleinsaurefragment ist 
weiterhin dadurch charakterisiert, dap es aus einer zur Klasse der Dico- 
tyledoneae gehorenden Pflanze isoliert wurde, dap es aus der Gruppe der 
folgenden Pflanzen isoliert wurde: Limnanthes, Raps, Arabidopsis. 

Zum einen ist es uberraschend, dap ein auf diese Weise aus Pflanzen ge- 
wonnenes Nukleinsaurefragment hinsichtlich der abgeleiteten Aminosaure- 
sequenz keine deutlich hohere Ahnlichkeit zu der einzigen anderen aus 
Pflanzen bekannten Sequenz, namlich der aus Mais, aufweist als zu den 
drei weiteren bekannten Sequenzen aus Bakterien und Hefe, sondern dap. 
die Ahnlichkeit zu Hefe sogar etwas groper ist als die zu Mais (vgl. Tabel- 
le 2). 

Zum anderen ist es uberraschend, dap durch dieses Verfahren ein cDNA- 
Klon gewonnen werden konnte, der aus Pflanzen, also einem Eukaryoten, 
stammt und fur eine AGPAT kodiert, die an der Speicherlipidsynthese be- 
teiligt ist und spezifisch fur sehr langkettige Fettsauren (d.h. Fettsauren 
mit einer Kohlenstoffzahl von tiber 18) ist, weil die fur den Komplementa- 
tionsschritt verwendete Mutante ein Bakterium, also ein Prokaryot, ist und 
der Defekt in der Membranbiosynthese vorliegt. 

Das aus Limnanthes douglasii isolierte Nukleinsaurefragment (FIG. 1) ist 
dadurch charakterisiert, dap die zugehorigen Gene samenspezifisch expri- 
miert werden und dap es fiir eine AGPAT kodiert, die spezifisch fur sehr 
langkettige Acylgruppen ist - im folgendes wird dieses Enzym als L-AGPAT 
bezeichnet. 

Das isolierte Nukleinsaurefragment ist vor all em dadurch charakterisiert, 
dap es dazu verwendet werden kann, den Gehalt an Trierucin im 01 trans- 
gener Pflanzen zu steigern und damit seine technische Verwertbarkeit zu 
verbessern. Tri rucin hat den wissenschaftlichen Namen Trierucoylglycerin. 
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Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung des Nukleinsaurefrag- 
ments zur Isolierung von Genen oder cDNAs, die fur andere pflanzliche 
Acyltransferasen kodieren, z. B. Verwendung des Nukleinsaurefragments 
bzw. Teile davon als Hybridisierungsprobe, Verwendung von aus der Se- 
quenz des Nukleinsaurefragments abgeleiteten Oligonukleotiden in der Po- 
lymer asekettenreakt ion (PCR), und Verwendung von Antikorpern gegen ein 
Polypeptid, das von dem Nukleinsaurefragment bzw. Derivaten diese Frag- 
ments kodiert wird. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls alle Plasmide, Viren und andere Vektoren, 
die das isolierte Nukleinsaurefragment oder Teile davon enthalten, sowie 
alle Organismen, insbesondere Pflanzen und Pflanzenteile, die diese Kon- 
strukte enthalten, sowie alle Produkte, die in den transgenen Organismen 
hergestellt werden und deren stoffliche Zusammensetzung durch die Wir- 
kung der o.g. Sequenzen oder Teilen davon verandert ist. Von besonderem 
Interesse sind solche Plasmide (chimare Gene), die Transkription oder 
Transkription und Translation (Expression) von pflanzlichen Acyltransfera- 
sen in Wirtszellen, vor allem pflanzlichen Zellen, ermoglichen. Diese chima- 
ren Gene umfassen Nukleinsauref ragmen te, die fiir eine pflanzliche AGPAT 
oder ein ahnliches Enzym kodieren, deren Aminosauresequenz eine Identitat 
von mindestens 35 oder mehr Prozent zu der in FIG. 2 angegebenen Sequenz 
besitzt, sowie geeignete Steuersequenzen, die in funktionaler Weise mit 
dem Fragment verbunden sind, das seinerseits in "Sense" oder "Antisense" 
eingeftigt sein kann. Auf Mikroorganismen, Zellkulturen, Pflanzen und 
Pflanzenteile, die diese chimaren Gene enthalten, sowie auf daraus gewon- 
nene Produkte, speziell Triacylglycerin, deren stoffliche Zusammensetzung 
durch Wirkung dieser chimaren Gene in spezifischer Weise verandert ist, 
wird ebenfalls Schutzanspruch erhoben. 

Die Erfindung betrifft auch eine Methode zur Produktion von Lipiden, die 
veranderte Gehalte oder veranderte Verteilungen sehr langkettiger Fett- 
sauren, speziell Erucasaure, aufweisen, Diese Methode umfapt folgende 
Schritte: 

(a) Transformation von Zellen mit ein m chimaren Gen, wi oben beschrie- 
ben, 

(b) Isolierung transgener Zellinien (Klone), wie unter (a) beschrieben, 

(c) Selektion von Zellinien aus (b), deren Lipide die gewiinschten Fettsau- 
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remuster aufweisen, 

(d) Verarbeitung der Zellen aus (c), um Lipide mit gewunschten Fettsaure- 
mustern zu erhalten. 

Bevorzugte Zellen sind solche aus der folgenden Gruppe: E.coli, Saccharo- 
myces, pflanzliche Zellen. Die Zellinien und Produkte, die mit Hilfe dieser 
Methode hergestellt werden, sind ebenfalls Gegenstand der Erfindung. 

Die Erfindung betrifft ebenso eine Methode zur Produktion pflanzlicher Ole 
und Fette, die veranderte Gehalte oder veranderte Verteilungen sehr lang- 
kettiger Fettsauren, speziell Erucasaure, in ihren Fettsaurespektren auf- 
weisen. Von besonderem Interesse ist hierbei die Produktion pflanzlicher 
Ole und Fette mit veranderten Gehalten an Trierucin. 
Diese Methode umfapt folgende Schritte: 

(a) Transformation einer Pflanzenzelle mit einem chimaren Gen, wie oben 
beschrieben, 

(b) Aufzucht fertiler Pflanzen aus Zellen, wie unter (a) beschrieben, 

(c) Selektion von Samen der Nachkommenschaft aus (b), deren SamenSle die 
gewunschten Fettsauremuster aufweisen, und 

(d) Verarbeitung der Samen aus (c), um 6l mit gewunschten Fettsauremu- 
stern zu erhalten. 

Pflanzenzellen von Olpflanzen, wie z. B. Raps, Sonnenblume oder Lein, sind 
bevorzugt. Bevorzugte Methoden zur Pflanzenzelltransformation sind indi- 
rekter DNA-Transfer mit Ti- und Ri-Plasmiden von Agrobacterium, direkter 
DNA-Transfer, Elektroporation oder ballistischer DNA-Transfer. 

Die Erfindung betrifft auch die transgenen Pflanzen und Pflanzenteile, die 
mit Hilfe dieser Methode hergestellt wurden, und die aus den transgenen 
Pflanzen bzw. Pflanzenteilen durch Pressen und/oder Extrahieren gewonne- 
nen Ole und Fette mit veranderten Fettsaurespektren. 

Die Erfindung beinhaltet ebenfalls eine Methode zur Pflanzenziichtung, um 
die veranderte Qualitat der Ole und Fette von Olsaaten zu erhalten. 
Die Methode umfapt die folgenden Schritte: 

(a) Kreuzung der o. g. transgenen Pflanzen mit verschiedenen, anderen Va- 
rietaten, 

(b) Southernblot-Hybridisierungen von Restriktionsendonukleasen verdaut r 
genomischer DNA aus (a) mit markierten Nukleinsaurefragmenten, die fur 
die beanspruchten AGPATs kodieren. 
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Di Erfindung betrifft auch alle mit Hilfe dieser Methode hergestellten 
Pflanzen und deren Nachkommen, sowie Teile davon und daraus hergestellte 
Produkte, insbesondere Triacylglycerine, soweit deren stoffliche Zusammen- 
setzung durch die Wirkung der eingefiigten Nukleinsaurefragmente veran- 
dert ist. 

SchliefJlich beinhaltet die Erfindung eine Methode, um weitere Nukleinsau- 
refragmente zu isolieren, die fur AGPAT und verwandte Enzyme kodieren. 
Sie umfapt die folgenden Schritte: 

Vergleich der Sequenz in FIG. 2 mit anderen Acyltransferase-Aminosaurese- 
quenzen; 

Identifizierung konservierter Bereiche (a); und 

Herstellung regionsspezifischer Oligonukleotidsonden, um die o.g. Nuklein- 
saurefragmente mit Hilfe sequenzabhangiger Protokolle herzustellen. 
Die mit Hilfe dieser Methode hergestellten Nukleinsaurefragmente sowie 
Teile davon sind ebenfalls Teile der Erfindung, gleichermapen alle chima- 
ren Gene, die diese Fragmente oder Teile davon enthalten, alle transgenen 
Mikroorganismen, Zellinien und transgenen Pflanzen sowie Teile davon, die 
o. g. Nukleinsaurefragmente enthalten und schlieplich auch alle Produkte, 
die aus diesem transgenen Material hergestellt werden und deren stoffliche 
Zusammensetzung durch die Wirkung der eingefiigten Nukleinsaurefragmente 
verandert ist. 

Die Figuren und Tabellen dienen zur Erlauterung der vorliegenden Erfin- 
dung. Sie zeigen: 

FIG. 1. DNA-Sequenz des Nukleinsaurefragments pCH21, das aus einer cDNA- 
Expressionsgenbank von sich entwickelnden Embryonen von Limnanthes 
douglasii isoliert wurde. Sie hat eine Lange von 1020 Basenpaaren (bp) 
plus einer PolyA-Sequenz von 19 bp, einem GC-Gehalt von 41,9% und enthalt 
eine offenes Leseraster von Position 1 bis 852. Start- bzw. Stopcodon fin- 
den sich bei den Positionen 10 bis 12 bzw. 853 bis 855. 

FIG. 2. Aminosauresequenz im Ein-Buchstaben-Code, die aus der DNA-Se- 
quenz des Nukleinsaurefragments pCH21 abgeleitet wurde und die fur eine 
L-AGPAT mit einer molekularen Masse von 27,5 kDa kodiert. 

FIG. 3. Sequenzvergleich des 5'-Bereichs d s Nukleinsaurefragments pCH21 
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mit dem eines weiteren aus der cDNA-Expressionsgenbank von sich entwik- 
kelnden Embryonen von Limnanthes douglasii isolierten Nukleinsaurefrag- 
ments pCH149. Das Startcodon (***) und das stromaufwarts im selben Le- 
seraster gelegene Stopcodon (+++) sind markiert. 

FIG, 4. Vergleich der Aminosauresequenzen der AGPAT von E. coli (Zeile 1) 
und Salmonella typhimurium (Zeile 2), sowie der aus den cDNAs von Hefe 
(Zeile 3) und der von Mais (Zeile 4) abgeleiteten mit der in FIG. 2 angege- 
benen. bedeutet identische Aminosauren in alien Sequenzen, V bedeu- 
tet ahnliche Aminosauren in alien Sequenzen. Der Vergleich wurde mit Hil- 
fe des Programms CLUSTAL (Higgins & Sharp 1988, Gene 73, 237-244) durch- 
gefiihrt. 

FIG. 5. Nachweis der samenspezifischen Expression durch Northernblot-Ana- 
lyse. Elektrophoretisch aufgetrennte mRNA aus Blattern (Spur 1: 1 pg; Spu- 
ren 3 und 6: 3 pg) und reifenden Samen (Spur 2: 1 pg; Spuren 4 und 5: 3 
pg) von Limnanthes douglasii wurde hybridisiert, wobei der Bereich von 
Nukleotid 10 bis Nukleotid 741 des in FIG.l angegebenen Nukleinsaurefrag- 
ments pCH21 als radioaktiv markierte Probe verwendet wurde. 

Tab. 1: Vergleich der Aminosaureidentitaten der bekannten AGPATs. Es be- 
deuten ECO Escherichia coli, SAL Salmonella thyphimurium, SAC Saccharo- 
myces cerevisiae und ZEA Zea mais. Die Werte wurden mit Hilfe des Pro- 
gramms BESTFIT (Devereux et al. 1984, Nuc. Acids Res. 12, 387-394) ermittelt. 

Tab. 2: Vergleich der Aminosaureidenditaten der bekannten AGPATs. Be- 
zeichnung wie in Tab. 1, LIM Limnanthes douglasii. 

Die Erfindung wird im folgenden an Beispielen erlautert: 

Alle molekularbiologischen Methoden wie DNA (Plasmid)-Isolierung, Agaro- 
segelelektrophorese, Gelelution, Phenolisierung, DNA-Fullungen, Ligation, 
Transformation, Klonierung, Polymerasekettenreaktion (PCR), wenn nicht 
anders angegeben, nach Standardprotokollen von Sambrook et al. (Molecu- 
lar Cloning, CSH Laboratory Press 1989) durchgefuhrt. 

Beispiel A: Isolierung von cDNAs fiir eine L-AGPAT mittels heterologer 
Komplementation. 
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1. Praparation von PolyA+RNA aus Limnanthes douglasii: 

Zur Gewinnung von PolyA+RNA wurden 4 g Embryonen (ca. 10 Tage alt) von 
Limnanthes douglasii unter flussigem Stickstoff fein zermorsert und mit 30 
ml Extraktionspuffer (100 mM NaCl, 50 mM Tris pH 9,0, 10 mM EDTA, 2 %(w/v) 
SDS, 200 pg/ml Proteinase K) versetzt. Nach lOminutiger Inkubation bei 37 
°C folgten mit jeweils gleichen Volumina zwei Phenol/Chloroform (1:1)- 
Extraktionen und eine Chloroform-Extraktion. Die Phasentrennung wurde 
durch Zentrifugation bei 6000 x g erreicht. Nach Zusatz von 1/5 Vol 10 M 
LiCl 2 und einstiindiger Inkubation auf Eis wurde eine Zentrifugation bei 
6500 x g, 4 °C, fur 30 min angeschlossen und der Oberstand mit 0,2 g Oli- 
go-dT-Cellulose (Boehringer) versetzt. Die Cellulose wurde je dreimal mit 
Waschpuffer 1 (400 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7,5, 0,2 %(w/v) SDS) und Wasch- 
puffer 2 (100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7,5) gewaschen und die mRNA mit 
Elutionspuffer (10 mM Tris pH 7,5) eluiert. Die eluierte mRNA wurde ein 
zweites Mai iiber Oligo-dT-Cellulose, wie oben erlautert, gereinigt. Die 
Ausbeute betrug 20 pg RNA pro 4 g eingesetztem Frischgewicht. 

2. Erstellung einer cDNA-Expressionsgenbank von Limnanthes douglasii: 
Zur Isolierung von cDNAs, die fur l-Acylglycerin-3-phosphat-Acyltransfera- 
sen kodieren, wurde von Limnanthes douglasii eine cDNA-Expressionsgen- 
bank im Phagenvektor Lambda-ZAP (Stratagene) angelegt. Hierzu wurden 2 
pg mRNA eingesetzt, die, wie unter Punkt 1 beschrieben, aus reifenden 
Embryonen von Limanthes douglasii isoliert wurden. Die Erstellung der 
Genbank erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die Primarbank enthalt 3,7 
x 10 6 unabhangige Klone in einem Volumen von 500 pi. 1 x 10 6 Klone (= 135 
pi) der Primarbank wurden entsprechend den Herstellerangaben amplifi- 
ziert. Diese amplifizierte Bank enthalt 2 x 10 13 Klone in 200 ml. Davon 
wurde 1 pi (= 10 8 Klone) in Phagemids uberfuhrt, die in einem Volumen von 
3 ml vorlagen. Mit 5 pi Phaegemidsuspension (= 1,66 x 10 5 Klone) wurden 
Bakterienzellen transfiziert und aus diesen die entstandene Plasmid-DNA 
isoliert. Diese als Plasmid-cDNA-Expressionsbank bezeichnete Praparation 
hat eine DNA-Konzentration von 1 pg/pl. 



3. Heterologe Komplementation: 

Das Problem ist die Isolierung solch r Klone, die AGP AT kodierende cDNAs 
enthalten, aus der Masse der verschiedenen Klone, die andere cDNAs der 
Genbank enthalten. Hi rzu wurde die Methode der heterologen Komplemen- 
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tation gewahlt. Bei der heterologen ^Complementation wird auf Mutanten 
zurttckgegriffen, di einen Defekt in dem Enzym aufweisen, dessen zugeho- 
rige cDNA gesucht wird. Die verwendeten Mutanten sind in der Regel kon- 
ditional. Es gibt also permissive Bedingungen, unter denen das Wachstum 
der Zellen moglich ist, und nicht-permissive Bedingungen, unter denen kein 
Wachstum stattfindet. Wird nun in eine solche Mutante eine ganze Genbank 
im Schrotschu£verfahren transformiert und werden die transformierten Zel- 
len dann unter nicht-permissiven Bedingungen angezogen, dann kann es in 
einigen wenigen Fallen zum Wachstum kommen und zwar dann, wenn die 
eingefuhrte cDNA fiir eine AGPAT kodiert, diese cDNA hinreichend voll- 
standig ist, die Klonierung in der richtigen Orientierung beziiglich des 
Expressionspromotors und im richtigen Leseraster erfolgte und dap hetero- 
loge, aus der Genbank also von einem fremdem Organismus stammende Pro- 
tein in den Bakterien hinreichend stabil ist und in den fremden Umge- 
bungsbedingungen enzymatisch aktiv ist. Derartige heterologe Komplemen- 
tationen sind bislang in einigen Fallen erfolgreich durchgefuhrt worden, 
wie in der Literatur belegt ist. 

Im vorliegenden Fall wurde die Mutante JC201 eingesetzt. Diese Mutante 
besitzt einen Defekt in der AGPAT, der thermosensitiv ist. Bei 30 °C kon- 
nen die Zellen wachsen, bei 37 °C Anzuchttemperatur dagegen findet kein 
Wachstum statt, AGPAT-Aktivitat ist in vitro nicht mehr nachweisbar, und 
es hauft sich l-Acylglycerin-3-phosphat in den Mutantenzellen an. Zellen 
dieser Mutante wurden nach der Methode von Inoue, H., Nojima, H., Okaya- 
ma, H. et al. (1990): High efficiency transformation of Escherichia coli with 
plasmids. Gene 96, 23-86 in den Zustand der Kompetenz iiberfiihrt, in dem 
sie Plasmid-DNA aufnehmen konnen. Fur die heteroge Komplementation 
wurden jeweils 200 pi der kompetenten Mutantenzellen mit 100 ng Plasmid- 
DNA der Plasmid-cDNA-Expressionsgenbank von Limnanthes douglasii trans- 
formiert Cohen, S." N M chang, A.C.Y., Hsu, L. et al. 1972) Nonchraomosomal 
antibiotic resistance in bacteria: Genetic transformation of Escherichia 
coli by R-f actor DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. 69, 2110-2114 und unter selekti- 
. ven Bedingungen auf 100 pg/ml Ampicillin haltigen LB-Platten bei 37 °C 
inkubiert. Es wurden 300 Klone isoliert, die bei 37 °C wachsen konnten. 
Aus diesen Klonen wurden die Plasmid-DNA isoliert. Diese DNA wurde dann 
einzeln in kompentente JC201 transformiert, und die transformierten Zellen 
wurden auf ihre Fahigkeit getestet, bei der nicht-permissiven Temperatur 
von 37 °C zu wachsen. Dieses war bei 130 Klonen der Fall. Die zu diesen 
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130 Klonen gehorende DNA wurde erneut in kompetente JC201 transformiert 
und die Selektion wiederholt. Nach diesem Schritt zeigten noch 27 Klone 
reproduzierbar die Fahigkeit, bei 37 °C zu wachsen. In einer weiteren 
Runde reduzierte sich die Zahl der positiven Klone auf 9. Diese Zahl blieb 
dann in drei weiteren Selektionsrunden stabil. 

4. Analyse der cDNA der positiven Klone: 

Die aus den positiven Klonen isolierte Plasmid-DNA wurde mit Hilfe der 
Restriktionanalyse naher charakterisiert. Die Plasmid-DNA aus sechs der 
Klone (pCH21, pCH147, pCH148, pCH149, pCH170 und pCH186), deren cDNA 
etwa 1 kbp lang ist, wurden aufgrund ahnlicher Restriktionsmuster in ein- 
er Gruppe zusammengefapt und von den beiden Seiten her ansequenziert. Es 
erwies sich, dap die cDNAs identische Nukleotidsequenzen beeinhalten und 
sich lediglich in ihrer 5 1 - und 3'-Ausdehnung unterscheiden. 

5. pCH21: 

Das cDNA-Insert von pCH21 wurde voilstandig auf beiden Strangen sequen- 
ziert. Die Nukleotidsequenz ist in FIG. 1 dargestellt. Die enthaltene cDNA 
hat eine Lange von 1039 bp. In gleicher Orientierung wie der lacZ-Promoter 
findet sich ein langes, offenes Leseraster von 852 bp, dap sich in dersel- 
ben Phase wie LacZ 1 befindet und daher potentiell ein Fusionsprotein bil- 
det. Einschliepiich des Stopkodons finden sich 279 Basenpaare im 3'-nicht- 
translatierten Bereich so wie ein PolyA-Bereich von 19 Nukleotiden. Die 
Nukleotidsequenz weist einen GC-Gehalt von 41,9% auf, der typisch fur 
pflanzliche cDNAs ist. Die Translation eukaryoter mRNAs beginnt an dem 
am weitesten 5' gelegenen Startkodon (AUG = ATG in der cDNA). Legt man 
dap erste in der Sequenz von pCH21 vorkommende ATG zugrunde so ergibt 
sich aus der folgenden Sequenz ein potentielles Polypeptid von 281 Amino- 
sauren und einem Molekulargewicht von 27,5 kDa. Die Aminosauresequenz 
ist in FIG. 2 im Einbuchstabencode dargestellt 

6. Vollstandigkeit des Leserasters: 

Auf Grund der Herstellung von cDNA-Klonen sind diese am 5'-Ende unvoll- 
standige Kopien der zugehorigen mRNA, die in der Lange ihrer 5 -Enden 
variieren. Dieses ist auch fur die sechs oben erwahnt n cDNAs der Fall, 
die in ihrer Sequenz - wie bereits festgestellt wurde - identisch sind. Es 
ist also mit Sicherheit davon auszugehen, dap die cDNAs Kopien der mRNA 
eines Gens darstellen. Da also pCH21 nicht voilstandig ist und auch vor 
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dem ersten Startkodon bei Position 10 einen offenen Leserahmen aufweist, 
stellt sich die Frage, ob es weiter in S'-Richtung ein weiteres Startkodon 
gibt, so dap die in FIG. 2 gezeigte Sequenz nicht die vollstandige Sequenz 
die AGPAT darstellt. Die Sequenz von pCH148 und pCH149, die weiter in 5 1 - 
Richtung ausgedehnt ist, zeigt aber in dem zur Debatte stehenden Leserah- 
men in S'-Richtung ein Stopkodon (FIG. 3). Damit ist der offene Leserahmen 
in 5-Richtung begrenzt, und es ist mit Sicherheit davon auszugehen, dap 
das Startkodon bei Position 10 in pCH21 das Startkodon der AGPAT dar- 
stellt. 

Beispiel B: Funktionale Expression der l-Acylglycerin-3-phosphat-Acyl- 
transferase von Limnanthes douglasii in E. coli 

Zum Nachweis, dap es sich beim cDNA-Insert von pCH21 um eine 1-Acylgly- 
cerin-3-phosphat-Acyltransferase, und zwar um eine Erucoyl-CoA-spezifi- 
sche, handelt, wurden funktionale Expressionsstudien in E. coli durchge- 
fiihrt und die Acyl-CoA-Spezifitaten des Expressionsproduktes analysiert. 

1. Konstruktion des Expressionsplasmids pQEL21: 

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PGR) wurde das cDNA-Insert von 
pCH21 (FIG. 1) amplifiziert. Als Oligonukleotidprimer dienten die folgenden 
beiden Primer A und B, die an ihren 5'-Enden Restriktionsschnittstellen 
fiir Nco I und Bgl II tragen. 

Primer A 5* AAGATCTATTTGAGCGATTTGTGC 3* T m = 66 ft C 
Primer B 5* ACCATGGCCAAAACTAGAACTAGC 3 1 T m = 70 °C 

Fiir einen 100 pi PCR-Ansatz wurden 10 ng pCH21, die Primer A und B in 1 
pM Konzentration, 5 Units Taq-DNA-Polymerase (Gibco) und 100 pM dNTPs in 
einem Puffermilieu von 25 mM TAPS (pH 9,3), 2 mM MgCl 2> 50 mM KC1, 1 mM 
DTT, 0,5 mg/ml aktivierte Lachssperm-DNA eingesetzt. Die PCR-Reaktion 
wurde in einem Thermocycler (Biometra) bei folgenden Reaktionstemperatu- 
ren und -zeiten durchgefiihrt: 2 min, 95 °C zum erstmaligen Denaturieren 
der DNA, gefolgt von 27 Zyklen mit jeweils 20 s 95 °C zum Denaturieren 
der DNA, 20 s 65 °C zur Hybridisierung der Primer und 1 min, 72 °C zur 
Amplifikation der DNA. Anschliepend wurden alle DNA-Molekule 3 min bei 
72 *C vollstandig amplifiziert. Das 852 bp grope Amplifikationsprodukt 
wurde iiber Agarosegelelektrophorese (Sambrook et al. 1989) von Primern 
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und Nebenprodukten abgetrennt, mit Hilfe des QIAEX-Gelelutionskits (QIA- 
GEN) nach Firmenvorschrift aus d m Gel eluiert und unter Verwendung des 
SUREclonekits (Pharmacia), wie durch den Hersteller angegeben, in den mit 
Sma I linearisierten, dephosphorylierten Vektor pUC19 ligiert. Das so er- 
haltene Plasmid pUCL21 wurde durch Restriktions- und Sequenzanalyse 
uberpriift. Anschliepend wurden 10 pg des Plasmids mit Nco I und Bgl II 
verdaut, dap das cDNA-Insert tragende Nco I/Bgl II-Fragment, wie oben 
beschrieben, durch Agarosegelelektrophorese isoliert und in den mit Nco I 
und Bgl II linearisierten Vektor pQE60 (QIAGEN) ligiert, urn dap Konstrukt 
pQEL2l zu erhalten. pQEL21 bzw. der Vektor pQE60 wurden in kompetente 
Zellen der E. coli-Mutante JC201, die dap den lac I^-Repressor tragende 
Plasmid pREP4 (QIAGEN) enthielten, transformiert. 

2, Anzucht der transgenen E. coli-JC201-Zellen: 

Die Anzucht der E. coli-JC201-Zellen, die neben dem Repressorplasmid auch 
das Konstrukt pQEL21 bzw. den Vektor pQE60 enthielten, erfolgte in Ampi- 
cillin (100 \xg/l) und Kanamycin (25 pg/1) haltigem LB-Medium bei 30 °C. 
Ubernachtkulturen wurden in diesem Medium 1:40 verdiinnt und bei 30 °C 
bis zu einer OD 600 von 0,6 angezogen. Zur Induktion des Expressionskon- 
struktes pQEL21 wurde Isopropyl-p-D-Thiogalaktopyranosid (IPTG) in einer 
Endkonzentration von 2 mM hinzugefugt und die Bakterien nach einer drei- 
stiindigen Inkubation bei 30 °C durch Zentrifugation bei 4500 x g fur 10 
min geerntet. 

3. Membranisolierung aus transgenen E. coli-JC201-Zellen: 

Alle folgenden Schritte wurden bei 0-4 °C durchgefuhrt: Durch Sedimenta- 
tion geerntete Bakterienzellen wurden zweimal mit Membranpuffer (50 mM 
Tris/HCl pH 8,4, 5 mM MgCl 2 » 5 mM Dithiotreitol) gewaschen und in diesem 
Puffer so resuspendiert, dap das Volumen der Suspension etwa 1/40 des 
Kulturvolumens entsprach. Das Lysieren der Bakterienzellen erfolgte durch 
viermalige Ultraschallbehandlung fur 30 s mit Hilfe eines Ultraschallsta- 
bes. Nach Abtrennung groper Zellfragmente und "inclusion bodies" durch 
lOminiitige Zentrifugation bei 7500 x g, wurden die Membranen aus den 
Zellhomogenaten durch Zentrifugation bei 10000 x g fur 1 h sedimentiert, 
in wenig Membranpuffer resuspendiert und mit Glycerin in einer Endkon- 
zentration von 50% (v/v) bei -20 °C gelagert. Die Proteinbestimmung erfolg- 
te nach der Methode von Bradford (Anal. Biochem. 72, 248-254 (1987)). 
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4. Enzymtest zur Bestimmung der l-Acylglycerin-3-phosphat-Acyltransfera- 
seaktivitat: 

Der Enzymtest basiert auf der enzymatischen Umsetzung von l-Acyl-sn-[U- 
14 C]glycerin-3-phosphat mit Acyl-CoA zu l,2-Diacyl-sn-[U- 14 C]glycerin-3- 
phosphat. Das Reaktionsgemisch enthielt 0,1 M Tricin/NaOH pH 8,8, 4 bis 40 
pM Oleoyl-CoA bzw. Erucoyl-CoA, 2,5 pM 1-Oleoyl-sn- [U- 14 C]glycerin-3- 
phosphat (353 dpm/pmol) und Membranfraktionen (0,2-3,5 pg Protein) in ein- 
em Gesamtvolumen von 50 pi. Nach einer 15miniitigen Inkubation bei 30 "C 
wurde der Ansatz mit 50 pg Phosphatidsaure in 240 pi Chloroform:Methanol 
(1:1) und 100 pi 1 M KC1, 0,2 M H 3 P0 4 versetzt, gemischt und zur Phasen- 
trennung 2 min bei 1000 x g zentrifugiert, 90 pi der Chloroformphase auf 
Kieselgelfertigplatten aufgetragen und in Chloroform:Pyridin:Ameisensaure 
(50:30:7) 30 min entwickelt. Die Phosphatidsaurebande wurde durch Besprii- 
hen der entwickelten Kieselgelfertigplatte mit Phosphatidreagenz (Dittmer 
& Lester, J. Lipid Res, 5, 126-127 (1964)) lokalisiert, in ein Szintillations- 
rohrchen geschabt und mit 5 ml Cocktail (OptiPhase 4HISAFE4, Wallec) ver- 
setzt. Die Radioaktivitat der Probe wurde im Szintillationszahler bestimmt. 

Aus diesen Werten wurden die spezifischen Enzymaktivitaten als pmol ge- 
bildetes l,2-Diacylglycerin-3-phosphat pro min und mg Membranprotein be- 
rechnet. Bei Enzymtests mit Membranfraktionen aus pQE60-haltigen JC201- 
Zellen war weder mit Oleoyl-CoA noch mit Erucoyl-CoA eine Umsetzung von 
l-Acyl-sn-[U- 14 C]glycerin-3-phosphat zu l,2-Diacyl-sn-[U- 14 C]glycerin-3- 
phosphat nachweisbar. Die Membranfraktionen aus pQEL21-haltigen JC201- 
Zellen katalysierten dagegen diese Umsetzung und zeigten mit Erucoyl-CoA 
hohere spezifische Enzymaktivitat als mit Oleoyl-CoA (200 pmol/min/mg Pro- 
tein mit Erucoyl-CoA und 84 pmol/min/mg Protein mit Oleoyl-CoA). Diese 
Ergebnisse belegen somit, dap das cDNA-Insert von pCH21 fiir eine Erucoyl- 
CoA spezifische l-Acylglycerin-3-phosphat-Acyltransferase kodiert also fiir 
die Acyltransf erase, die in Limnanthes samenspezifisch exprimiert wird. 
Diese Ergebnisse werden durch Northern-Blot-Analysen gestiitzt (FIG. 5). 
Sie zeigen, dap das zu pCH21 zugehorige Gen in Samen aber nicht in Blat- 
tern transkribiert wird. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 
(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Norddeutsche Pf lanzenzucht Hans-Georg Lembke 

KG 

(B) STRASSE: Hohenlieth 

(C) ORT: Holtsee 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL : 24363 

(A) NAME: Deutsche Saatveredelung L i pp st ad t -Bremen GmbH 

(B) STRASSE: Heissenburger Str. 5 

(C) ORT: Lippstadt 
(E) LAND: Deutschland 
(P) POSTLEITZAHL: 59524 

(A) NAME: KWS Kleinwanzlebener Saatzucht AG, vorm. 

Rabbethge und Geisecke 

(B) STRASSE : Grimsehlstr . 31 

(C) ORT: Einbeck 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 37574 

(ii) BBZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Nukle ins aeure fragment und daraus 

abgeleitete Produkte 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 10 

(iv) COMPUTER - LESBARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM : PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1039 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DBS MOLEKULS: cDNA 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE:10..852 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1: 

GTTCTATTC ATG GCC AAA ACT AGA ACT AGC TCT CTC CGC AAC AGG AGA 48 
Met Ala Lys Thr Arg Thr Ser Ser Leu Arg Asn Arg Arg 
15 10 

CAA CTA AAG CCG GCT GTA GCT GCT ACT GCT GAT GAT GAT AAA GAT GGG 96 
Gin Leu Lys Pro Ala Val Ala Ala Thr Ala Asp Asp Asp Lys Asp Gly 
15 20 25 
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GTT TTT ATG GTA TTG CTA TCG TGT TTT AAA ATT TTT GTT TGC TTT GCC 144 
Val Ph Met Val Leu Leu Ser Cys Phe Lys He Phe Val Cys Phe Ala 
30 35 40 45 

ATA GTG TTG ATC ACC GCG GTG GCA TGG GGA CTA ATC ATG GTC TTG CTC 192 
He Val Leu He Thr Ala Val Ala Trp Gly Leu He Met Val Leu Leu 
50 55 60 

TTA CCT TGG CCT TAT ATG AGG ATT CGA CTA GGA AAT CTA TAC GGC CAT 240 
Leu Pro Trp Pro Tyr Met Arg He Arg Leu Gly Asn Leu Tyr Gly His 
65 70 75 

ATC ATT GGT GGA TTA GTG ATA TGG ATT TAC GGA ATA CCA ATA AAG ATC 288 
He He Gly Gly Leu Val lie Trp He Tyr Gly He Pro He Lys He 
80 85 90 

CAA GGA TCC GAG CAT ACA AAG AAG AGG GCC ATT TAT ATA AGC AAT CAT 336 
Gin Gly Ser Glu His Thr Lys Lys Arg Ala He Tyr He Ser Asn His 
95 100 105 

GCA TCT CCT ATC GAT GCT TTC TTT GTT ATG TGG TTG GCT CCC ATA GGC 384 
Ala Ser Pro He Asp Ala Phe Phe Val Met Trp Leu Ala Pro He Gly 

110 11-5 120 125 

ACA GTT GGT GTT GCA AAG AAA GAG GTT ATA TGG TAT CCG CTG CTT GGA 432 
Thr Val Gly Val Ala Lys Lys Glu Val He Trp Tyr Pro Leu Leu Gly 
130 135 140 

CAA CTA TAT ACA TTA GCC CAT CAT ATT CGC ATA GAT CGG TCA AAC CCG 480 
Gin Leu Tyr Thr Leu Ala His His He Arg He Asp Arg Ser Asn Pro 
145 150 155 

GCT GCG GCT ATT CAG TCT ATG AAA GAG GCA GTT CGT GTA ATA ACC GAA 528 
Ala Ala Ala He Gin Ser Met Lys Glu Ala Val Arg Val He Thr Glu 
160 165 170 

AAG AAT CTC TCT CTG ATT ATG TTT CCA GAG GGA ACC AGG TCG AGA GAT 576 
Lys Asn Leu Ser Leu He Met Phe Pro Glu Gly Thr Arg Ser Arg Asp 
175 180 185 

GGG CGT TTA CTT CCT TTC AAG AAG GGT TTT GTT CAT CTA GCA CTT CAG 624 
Gly Arg Leu Leu Pro Phe Lys Lys Gly Phe Val His Leu Ala Leu Gin 
190 195 200 205 

TCA CAT CTC CCA ATA GTT CCG ATG ATC CTT ACA GGT ACA CAT TTA GCA 672 
Ser His Leu Pro He Val Pro Met He Leu Thr Gly Thr His Leu Ala 
210 215 220 

TGG AGG AAA GGT ACC TTC CGT GTC CGG CCA GTA CCC ATC ACT GTC AAG 720 
Trp Arg Lys Gly Thr Phe Arg Val Arg Pro Val Pro He Thr Val Lys 
225 230 235 

TAC CTT CCT CCT ATA AAC ACT GAT GAT TGG ACT GTT GAC AAA ATC GAC 768 
Tyr Leu Pro Pro He Asn Thr Asp Asp Trp Thr Val Asp Lys He Asp 
240 245 250 

GAT TAC GTC AAA ATG ATA CAC GAC GTC TAT GTC CGC AAC CTA CCT GCG 816 
Asp Tyr Val Lys Met He His Asp Val Tyr Val Arg Asn Leu Pro Ala 
255 260 265 

TCT CAA AAA CCA CTT GGT AGC ACA AAT CGC TCA AAT TGAGTCCCTC 862 
Ser Gin Lys Pro Leu Gly Ser Thr Asn Arg Ser Asn 
270 275 280 
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TTTGCTCTAA GGTTAGCAGA ATGGATACGT ACTGTTGTCT TGCTGCATGA AAAGTTTAAT 



922 



CCTTTCTTAT GATATTAGAT TACAGCGTAA GACTTTCATG TTAAAATAGT GTAACAGTGC 



982 



TTCTGGTTTG TAACTTTTAC AATAAAAGTA TGCTTTTGAA AAAAAAAAAA AAAAAAA 



1039 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) S EQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 281 Aminosiuren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK&LS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 2: 

Met Ala Lys Thr Arg Thr Ser Ser Leu Arg Asn Arg Arg Gin Leu Lys 
15 10 15 

Pro Ala Val Ala Ala Thr Ala Asp Asp Asp Lys Asp Gly Val Phe Met 
20 25 30 

Val Leu Leu Ser Cys Phe Lys lie Phe Val Cys Phe Ala lie Val Leu 
35 40 45 

He Thr Ala Val Ala Trp Gly Leu He Met Val Leu Leu Leu Pro Trp 
50 55 60 

Pro Tyr Met Arg He Arg Leu Gly Asn Leu Tyr Gly His He He Gly 
65 70 75 80 

Gly Leu Val He Trp He Tyr Gly He Pro He Lys He Gin Gly Ser 
85 90 95 

Glu His Thr Lys Lys Arg Ala He Tyr He Ser Asn His Ala Ser Pro 
100 105 110 

He Asp Ala Phe Phe Val Met Trp Leu Ala Pro He Gly Thr Val Gly 
115 120 125 

Val Ala Lys Lys Glu Val He Trp Tyr Pro Leu Leu Gly Gin Leu Tyr 
130 135 140 

Thr Leu Ala His His He Arg He Asp Arg Ser Asn Pro Ala Ala Ala 
145 150 155 160 

He Gin Ser Met Lys Glu Ala Val Arg Val He Thr Glu Lys Asn Leu 
165 170 175 

Ser Leu He Met Phe Pro Glu Gly Thr Arg Ser Arg Asp Gly Arg Leu 
180 185 190 

Leu Pro Phe Lys Lys Gly Phe Val His Leu Ala Leu Gin Ser His Leu 
195 200 205 

Pro He Val Pro Met He Leu Thr Gly Thr His Leu Ala Trp Arg Lys 
210 215 220 

Gly Thr Phe Arg Val Arg Pro Val Pro He Thr Val Lys Tyr Leu Pro 
225 230 235 240 

Pro He Asn Thr Asp Asp Trp Thr Val Asp Lys He Asp Asp Tyr Val 



245 



250 



255 
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Lys Net lie His Asp Val Tyr Val Arg Asn Leu Pro Ala Ser Gin Lys 
260 265 270 

Pro Leu Gly Ser Thr Asn Arg Ser Asn 
275 280 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 255 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Doppel Strang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 3: 

GTTCTATTCA TGGCCAAAAC TAGAACTAGC TCTCTCCGCA ACAGGAGACA ACTAAAGCCG 60 

GCTGTAGCTG CTACTGCTGA TGATGATAAA GATGGGGTTT TTATGGTATT GCTATCGTGT 120 

TTTAAAATTT TTGTTTGCTT TGCCATAGTG TTGATCACCG CGGTGGCATG GGGACTAATC 180 

ATGGTCTTGC TCTTACCTTG GCCTTATATG AGGATTCGAC TAGGAAATCT ATACGGCCAT 240 

ATCATTGGTG GATTA 255 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 300 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppel Strang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

CTAAATCTCT CTTACTGAAT TTTAGGTCAA ACAATCTCAT AGCCGGTTCT ATTCATGGCC 60 

AAAACTAGAA CTAGCTCTCT CCGCAACAGG AGACAACTAA AGCCGGCTGT AGCTGCTACT 120 

GCTGATGATG ATAAAGATGG GGTTTTTATG GTATTGCTAT CGTGTTTTAA AATTTTTGTT 180 

TGCTTTGCCA TAGTGTTGAT CACCGCGGTG GCATGGGGAC TAATCATGGT CTTGCTCTTA 240 

CCTTGGCCTT ATATGAGGAT TCGACTAGGA AATCTATACG GCCATATCAT TGGTGGATTA 300 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 146 Aminosauren 

(B) ART: Aminosiure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
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(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 
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<xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Val Lys Val Gin Leu His Ala Asp Glu Glu Thr Tyr Arg Ser Met Gly 
15 10 15 

Lys Glu His Ala Leu lie lie Ser Asn His Arg Ser Asp lie Asp Trp 
20 25 30 

Leu lie Gly Trp lie Leu Ala Gin Arg Ser Gly Cys Leu Gly Ser Thr 
35 40 45 

Leu Ala Val His Lys Lys Ser Ser Lys Phe Leu Pro Val lie Gly Trp 
50 55 60 

Ser His Trp Phe Ala Glu Tyr Leu Phe Leu Glu Arg Ser Trp Ala Lys 
65 70 75 80 

Asp Glu Lys Thr lieu Lys Trp Gly Leu Gin Arg Leu Lys Asp Phe Pro 
85 90 95 

Arg Pro Phe Trp Leu Ala Leu Phe Val Glu Gly Thr Arg Phe Thr Pro 
100 105 110 

Ala Lys Leu Leu Ala Ala Gin Glu Tyr Ala Ala Ser Gin Gly Leu Pro 
115 120 125 

Ala Pro Arg Asn Val Leu lie Pro Arg Thr Lys Gly Phe Val Ser Ala 
130 135 140 

Val Ser 
145 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 303 AminosSuren 

(B) ART: Aroinosiure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Met Ser Val lie Gly Arg Phe Leu Tyr Tyr Leu Arg Ser Val Leu Val 
15 10 15 

Val Leu Ala Leu Ala Gly Cys Gly Phe Tyr Gly Val He Ala Ser He 
20 25 30 

Leu Cys Thr Leu He Gly Lys Gin His Leu Ala Gin Trp He Thr Ala 
35 40 45 

Arg Cys Phe Tyr His Val Met Lys Leu Met Leu Gly Leu Asp Val Lys 
50 55 60 
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Val Val Gly Glu Glu Asn Leu Ala Lys Lys Pro Tyr He Met He Ala 

65 70 75 80 

Asn His Gin Ser Thr Leu Asp He Phe Met Leu Gly Arg He Phe Pro 
85 90 95 

Pro Gly Cys Thr Val Thr Ala Lys Lys Ser Leu Lys Tyr Val Pro Phe 
100 105 no 

Leu Gly Trp Phe Met Ala Leu Ser Gly Thr Tyr Phe Leu Asp Arg Ser 
115 120 125 

Lys Arg Gin Glu Ala He Asp Thr Leu Asn Lys Gly Leu Glu Asn Val 
130 135 140 

Lys Lys Asn Lys Arg Ala Leu Trp Val Phe Pro Glu Gly Thr Arg Ser 
145 150 155 160 

Tyr Thr Ser Glu Leu Thr Met Leu Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe His 
165 170 175 

Leu Ala Gin Gin Gly Lys He Pro He Val Pro Val Val Val Ser Asn 

I S O I S 3 190 

Thr Ser Thr Leu Val Ser Pro Lys Tyr Gly Val Phe Asn Arg Gly Cys 
195 200 205 

Met He Val Arg He Leu Lys Pro He Ser Thr Glu Asn Leu Thr Lys 
210 215 220 

Asp Lys He Gly Glu Phe Ala Glu Lys Val Arg Asp Gin Met Val Asp 
225 230 235 240 

Thr Leu Lys Glu He Gly Tyr Ser Pro Ala He Asn Asp Thr Thr Leu 
245 250 255 

Pro Pro Gin Ala He Glu Tyr Ala Ala Leu Gin His Asp Lys Lys Val 
260 265 270 

Asn Lys Lys He Lys Asn Glu Pro Val Pro Ser Val Ser He Ser Asn 
275 280 285 

Asp Val Asn Thr His Asn Glu Gly Ser Ser Val Lys Lys Met His 
290 295 300 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 245 AminosSuren 

(B) ART: Aminos&ure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) T0P0LOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART PES MOLEKULS: Protein 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 7: 



Met Leu Tyr He Phe Arg Leu He He Thr Val He Tyr Ser He Leu 
15 10 15 
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Val Cys Val Phe Gly Ser lie Tyr Cys Leu Phe Ser Pro Arg Asn Pro 
20 25 30 

Lys His Val Ala Thr Phe Gly His Met Phe Gly Arg Leu Ala Pro Leu 
35 40 45 

Phe Gly Leu Lys Val Glu Cys Arg Lys Pro Thr Asp Ala Glu Ser Tyr 
50 55 60 

Gly Asn Ala lie Tyr lie Ala Asn His Gin Asn Asn Tyr Asp Met Val 
65 70 75 80 

Thr Ala Ser Asn lie Val Gin Pro Pro Thr Val Thr Val Gly Lys Lys 
85 90 95 

Ser Leu Leu Trp lie Pro Phe Phe Gly Gin Leu Tyr Trp Leu Thr Gly 
100 105 110 

Asn Leu Leu lie Asp Arg Asn Asn Arg Thr Lys Ala His Gly Thr lie 
115 120 125 

Ala Glu Val Val Asn His Phe Lys Lys Arg Arg He Ser He Trp Met 

120 13*5 I4G 

Phe Pro Glu Gly Thr Arg Ser Arg Gly Arg Gly Leu Leu Pro Phe Lys 
145 150 155 160 

Thr Gly Ala Phe His Ala Ala He Ala Ala Gly Val Pro He He Pro 
165 170 175 

Val Cys Val Ser Thr Thr Ser Asn Lys He Asn Leu Asn Arg Leu His 
180 185 190 

Asn Gly Leu Val He Val Glu Met Leu Pro Pro He Asp Val Ser Gin 
195 200 205 

Tyr Gly Lys Asp Gin Val Arg Glu Leu Ala Ala His Cys Arg Ser He 
210 215 220 

Met Glu Gin Lys He Ala Glu Leu Asp Lys Glu Val Ala Glu Arg Glu 
225 230 235 240 

Ala Ala Gly Lys Val 
245 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 245 Aminos&uren 

(B) ART: Aminos&ure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) T0P0L0GIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Met Leu Tyr He Phe Arg Leu He Val Thr Val He Tyr Ser He Leu 
15 10 15 
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Val Cys Val Phe Gly Ser He Tyr Cys Leu Phe Ser Pro Arg Asn Pro 
20 25 30 

Lys His Val Ala Thr Phe Gly His Met Phe Gly Arg Leu Ala Pro Leu 
35 40 45 

Phe Gly Leu Lys Val Glu Cys Arg Lys Pro Ala Asp Ala Glu Asn Tyr 
50 55 60 

Gly Asn Ala He Tyr He Ala Asn His Gin Asn Asn Tyr Asp Met Val 
65 70 75 80 

Thr Ala Ala Asn He Val Gin Pro Pro Thr Val Thr Val Gly Lys Lys 
85 90 95 

Ser Leu Leu Trp He Pro Phe Phe Gly Gin Leu Tyr Trp Leu Thr Gly 
100 105 110 

Asn Leu Leu He Asp Arg Asn Asn Arg Ala Lys Ala His Ser Thr He 
115 120 125 

Ala Ala Val Val Asn His Phe Lys Lys Arg Arg He Ser He Trp Met 

130 125 14G 

Phe Pro Glu Gly Thr Arg Ser Arg Gly Arg Gly Leu Leu Pro Phe Lys 
145 150 155 160 

Thr Gly Ala Phe His Ala Ala He Ala Ala Gly Val Pro He He Pro 
165 170 175 

Val Cys Val Ser Asn Thr Ser Asn Lys Val Asn Leu Asn Arg Leu Asn 
180 185 190 

Asn Gly Leu Val He Val Glu Met Leu Pro Pro Val Asp Val Ser Glu 
195 200 205 

Tyr Gly Lys Asp Gin Val Arg Glu Leu Ala Ala His Cys Arg Ala Leu 
210 215 220 

Met Glu Gin Lys He Ala Glu Leu Asp Lys Glu Val Ala Glu Arg Glu 
225 230 235 240 

Ala Thr Gly Lys Val 
245 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "sythetische DNA" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 9: 
AAGATCTATT TGAGCGATTT GTGC 



24 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOlS: Sonstige NucleinsSure 

(A) BESCHREIBTJNG: /desc « "synthetische DNA" 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
ACCATGGCCA AAACTAGAAC TAGC 



24 
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Paten tanspruche 

1. Isoliertes Nukleinsaurefragment, welches eine Nukleinsauresequenz ent- 
halt, die fur die l-Acylglycerin-3-phosphat-Acyltransferase oder ahnliche 
Enzyme kodiert, deren Aminosauresequenz eine Identitat von mindestens 35% 
zu der in Figur 2 dargestellten Sequenz besitzt. 

2. Isoliertes Nukleinsaurefragment nach Anspruch 1, wobei die Identitat 
der zugehorigen Aminosauresequenz mindesten 40 %, vorzugsweise 45 %, ins- 
besondere 50 % zu der in Figur 2 aufgefiihrten Sequenz betragt. 

3. Isoliertes Nukleinsaurefragment nach Anspruch 1, wobei die Identitat 
der zugehorigen Aminosauresequenz mindestens 65 %, vorzugsweise minde- 
stens 90 % zu der in Figur 2 aufgefiihrten Sequenz betragt. 

4. Isoliertes Nukleinsaurefragment nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dap es sich bei der Aminosauresequenz um die Sequenz gemap Figur 2 
handelt. 

5. Isoliertes Nukleinsaurefragment nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, dap es aus Pflanzen isoliert ist. 

6. Isoliertes Nukleinsaurefragment nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, dap es aus dikotyledonen Pflanzen isoliert ist. 

7. Isoliertes Nukleinsaurefragment nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, dap das Ausgangsmaterial zur Isolierung Triacylgly- 
cerin synthetisierendes Gewebe ist. 

8. Isoliertes Nukleinsaurefragment nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, dap das Ausgangsmaterial zur Isolierung reifende 
Samen sind. 

9. Isoliertes Nukleinsaurefragment nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, dap das Ausgangsmaterial zur Isolierung reifende 
Samen von Limnanthes douglasii sind. 
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10. Isoliertes Nukleinsaurefragment nach einem der Anspruche 1 bis 9 f da- 
durch gekennzeichnet, dap es samenspezifisch exprimiert wird. 

11. Plasmide, Viren oder andere Vektoren, dadurch gekennzeichnet, dap sie 
Nukleinsaurefragmente entsprechend einem der Anspruche 1 bis 10 enthal- 
ten. 

12. Genomische Klone, dadurch gekennzeichnet, dap sie Gene oder Teile von 
Genen enthalten, die fur eine Sequenz oder Teile der Sequenz entsprechend 
einem der Anspruche 1 bis 10 kodieren. 

13. Chimares Gen, das in der Lage ist. die Fettsaurezusammensetzung in 
einer transformierten Zelle zu verandern und ein Nukleinsaurefragment 
nach einem der Anspruche 1 bis 10 enthalt und das in wirksamer Form mit 
geeigneten Steuersequenzen verkniipft ist. 

14. Chimares Gen, das in der Lage ist, den Gehalt an sehr langkettigen, 
gesattigten und/oder ungesattigten Fettsauren in einer transformierten Zel- 
le zu verandern und ein Nukleinsaurefragment nach einem der Anspruche 1 
bis 10 enthalt, das in wirksamer Form mit geeigneten Steuersequenzen ver- 
kniipft ist. 

15. Chimares Gen, das in der Lage ist, den Gehalt an Erucasaure in einer 
transformierten Zelle zu verandern, und ein Nukleinsaurefragment nach 
einem der Anspruche 1 bis 10 enthalt, das in wirksamer Form mit geeigne- 
ten Steuersequenzen verkniipft ist. 

16. Chimares Gen, das in der Lage ist, die Fettsaurezusammensetzung im 
Triacylglycerin einer transformierten Zelle zu verandern, und ein Nuklein- 
saurefragment nach einem der Anspruche 1 bis 10 enthalt, das in wirksa- 
mer Form mit geeigneten Steuersequenzen verkniipft ist. 

17. Chimares Gen, das in der Lage ist, den Gehalt an sehr langkettigen 
Fettsauren im Triacylglycerin iner transformierten Zelle zu verandern, 
und in Nukleinsaurefragment nach einem der Anspruche 1 bis 10 enthalt, 
das in wirksamer Form mit g eigneten St uersequenzen verkniipft ist. 
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18. Chimar s Gen, das in der Lage ist, den Gehalt an Erucasaure im Tria- 
cylglycerin einer transformierten Zelle zu verand rn, und ein Nukleinsau- 
refragment nach einem der Anspruche 1 bis 10 enthalt, das in wirksamer 
Form mit geeigneten Steuersequenzen verkniipft ist. 

19. Chimares Gen gemap der Anspruche 13 - 18, das in der Lage ist, die 
Synthese von Trierocin in einer transformierten Zelle zu ermoglichen, wo- 
bei das Gen ein Nukleinsaurefragment nach einem der Anspruche 1-10 
enthalt, das in wirksamer Form mit geeigneten Steuersequenzen verkniipft 
ist. 

20. Chimares Gen entsprechend einem der Anspruche 13 - 19, dadurch ge- 
kennzeichnet, dap die Konstruktion in "Sense" und/oder "Antisense"-Orien- 
tierung vorliegt. 

21. Transformierte Zellen, Pflanzen oder Pflanzenteile, die ein chimares Gen 
entsprechend einem der Anspruche 13 bis 20 enthalten. 

22. Transformierte Zellen, Pflanzen oder Pflanzenteile entsprechend An- 
spruch 21, dadurch gekennzeichnet, dap sie l-Acylglycerin-3-phosphat-Acyl- 
transferasen (AGPAT) enthalten, die in diesen natiirlicherweise nicht oder 
in anderer Form oder anderer Konzentration vorkommen. 

23. Transformierte Zellen, Pflanzen oder Pflanzenteile entsprechend An- 
spruch 21, dadurch gekennzeichnet, dap sie l-Acylglycerin-3-phosphat-Acyl- 
transferaseaktivitaten enthalten, die in diesen natiirlicherweise nicht oder 
in anderer Hohe oder mit anderer Spezifizitat vorkommen. 

24. Transformierte Zellen, Pflanzen oder Pflanzenteile entsprechend An- 
spruch 21 dadurch gekennzeichnet, dap sie fur sehr langkettige Acylgrup- 
pen spezifische l-Acylglycerin-3-phosphat-Acyltransferaseaktivitaten (L- 
AGPAT-Aktivitaten) enthadten, die in diesen natiirlicherweise nicht oder in 
anderer Hohe vorkommen. 

25. Transformierte Zellen, Pflanzen oder Pflanzenteile entsprech nd An- 
spruch 21, dadurch gekennzeichnet, dap sie erucasaurespezifische 1-Acyl- 
glycerin-3-phosphat-Acyltransferaseaaktivitaten enthalt n, die in diesen 
natiirlicherweise nicht oder in anderer Hohe vorkommen. 
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26. 01 aus Samen oder Fruchten von Pflanzen gewonnen, die ein chimares 
Gen entsprechend der Anspriiche 13 bis 20 enthalten. 

27. 6l, das aus Pflanzen oder Planzenteilen entsprechend einem der An- 
spriiche 21 bis 25 gewonnen ist. 

28. Verfahren zur Herstellung von l-Acylglycerin-3-phosphat-Acyltransfera- 
se umfassend: 

(a) Transformation einer Zelle mit einem chimaren Gen entsprechend einem 
der Anspriiche 13 bis 20; 

(b) Selektion solcher Zellen, die das Protein in gewiinschter Menge produ- 
zieren; 

(c) und vorzugsweise Reinigung des Proteins von anderen Bestandteilen. 

29. l-Acylglycerin-3-phosphat-Acyltransferase erhaltlich durch das Verfah- 
ren gemap Anspruch 28. 

30. Verfahren zur Herstellung von Pflanzen und/oder Pflanzenol mit einem 
veranderten Gehalt an sehr langkettigen Fettsauren umfassend: 

(a) Transformation einer Pflanzenzelle einer olproduzierenden Pflanze mit 
einem chimaren Gen nach einem der Anspriiche 13 bis 20; 

(b) Aufzucht fertiler Pflanzen aus der transformierten Pflanzenzelle nach 
(a); 

(c) Selektion der Nachkommen der Pflanzen entsprechend (b), zur Erlangung 
des gewiinschten Gehalts an sehr langkettigen Fettsauren; 

(d) Verarbeitung der Samen der Pflanzen entsprechend (c), um Pflanzen 
und/oder Pflanzenol zu erhalten, dap den gewiinschten Gehalt an sehr 
langkettigen Fettsauren aufweist. 

31. Verfahren gemap Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dap die sehr 
langkettige Fettsaure Erucasaure ist. 

32. Pflanze und/oder Pflanzenol erhaltlich durch das Verfahren gemap An- 
spruch 30 oder 31. 

33. Verfahren zum Gewinnen von Nukleinsaurefragmenten, die fur Acyltrans- 
ferasen und acyltransferaseahnliche Enzyme kodieren, umfassend die fol- 
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genden Schritte: 

(a) Vergleich der Aminosauresequenz in Figur 2 mit den Aminosauresequ nzen 
anderer Acyltransferasen; 

(b) Identifizierung eines oder mehrerer konservierter Sequenzbereiche mit 
4 oder mehr identischen Aminosauren als Ergebnis von (a); 

(c) Herstellung spezifischer Oligonukleotide durch Ruckubersetzung der 
Aminosauresequenz nach (b); 

(d) Benutzung dieser Oligonukleotide, um mit Hilfe eines sequenzabhangigen 
Protokolls Nukleinsauren herzustellen, die Acyltransferasen oder acyltrans- 
feraseahnliche Enzyme kodieren. 

34. Verfahren gemap Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dap die Nu- 
kleinsaurefragmente aus Pflanzen, insbesondere zweikeimblattrigen Pflan- 
zen, isoliert werden. 
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MSVI GRFLYYLRS VLWLALAGCGF YGVI AS I LCTLI GKQHLAQWI TARCF YHVKKLMLG 

ML YI FRLI ITVIYSI LVC VFGS I YCLFS PRNPKHVATFGHMFGRLAPLFGL 

MLYI FRLIVTVI YS ILVC VFGS I YCLFS PRNPKHVATFGHMFGRLAPLFGL 
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KVQLHA — DEETYRSMGKEHALIISNHRSDIDWIilGWILAORSGCLGSTLAVHKKSSKFL 

LDVKWGEENLAKK P YIMIANHQSTLDI FMLGRI FP PG CTVTAKKSLKYV 

KVECRKPTDAESYG NAIYIANHQNNYDMVTASNIVQPP TVTVGKKSLLWI 

KVECRKPADAENYG NAI YI ANHQNNYDMVTAANI VQPP TVTVGKKSLLWI 

* ** * *** 
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PVIGWSHWFAEYLFIJSRS-WAKDEKTLKWGLQRLKDFP 

PFLGWFMALSGTYFLDRSKRQEAIDTLNKGLENVKKNKRALW — VFPEGTRSYTSELTML 
PFFGQLYWLTGNLLI DRNNRTKAHGTIAEVVNHFKKRRI SIW — MFPEGTRSRGRGL — L 
PFFGQLYWLTGNLL IDRNNRAKAHSTIAAWNHFKKRRI S IW — MFPEGTRSRGRGL — L 
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PFKTGAFHAAIAAGVPI I PVCVSTTSMKINLNR — LHNGLVIVEMLPPIDVSQYGKDQVR 
PFKTGAITIAAI AAGVP 1 1 PVCVSNTSNKVNLNR — LNNGLVIVEMLPFVDVSE YGKDQVR 
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TAB. 1 





ECO 


SAL 


SAC 


ZEA 


ECO 




93,9 


31,4 


28,5 


SAL 






33,1 


30,0 


SAC 








30,9 
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TAB. 2 5/5 



ECO SAL SAC ZEA LIM 

ECO 93,9 31,4 28,5 27,3 

SAL 33,1 30,0 26,9 

SAC 30,9 30,9 

ZEA 28,4 
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